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PENELITIAN

PERHITUNGAN JUMLAH SEL CD4 DENGAN SEROPOSITIF IgM HERPES
SIMPLEKS TIPE-2 DI PASIEN HIV

(CD4 Cell Counts With IgM Herpes Simplex-type 2 In HIV Patients)

Bastiana*, Endang Retnowati K*, Erwin A Triyono**

ABSTRACT

Herpes simplex type-2 (HSV-2) infection is usually transmitted sexually and can cause recurrent, painful genital ulcers. Seropositivity
of IgM HSV-2 indicates acute infection of HSV-2. The low level of CD4 cell counts can lead to opportunistic infection in HIV patients.
Therefore, the aim of this study is to investigate the association between CD4 cell counts and HSV-2 infection (based on seropositivity of
IgM HSV-2) in HIV patients with heterosexual risk factor in Dr. Soetomo Hospital, Surabaya. Specimens were collected during the first
presentation on June and July 2008. HSV-2 IgM and was assessed by an ELISA technique using Herpelisa 2 IgM (recombinant) reagent,
whereas CD4 cell counts was assessed by a Flowcytometry BD FACSCalibur™ System. The seropositivity of IgM HSV-2 in HIV persons
18 years of age or older was 27.3% (9/33). Median CD4 cell counts the number were 50 cells in ul. Persons with seropositive HSV-2
who had CD4 cell counts < 200 cells/uL and > 200 cells/uL were 66.6% (6,/9) and 33.3% (3/9), respectively. Using chi square test,
there was no association between CD4 cell counts and seropositivity of IgM HSV-2 in HIV patients. The seropositivity of IgM HSV-2 in
HIV patients with heterosexual risk factor in Dr. Soetomo Hospital was 27.3%. There was no association between CD4 cell counts and
the seropositivity of IgM HSV-2 in HIV patients with heterosexual risk factor.

Key words: Herpes simplex type-2, Human immunodeficiency Virus, CD4 cell counts,

PENDAHULUAN sampai jumlah tertentu membuka peluang terjadi
jangkitan berpeluang (infeksi oportunistik)/jangkitan
ikutan. Sejak jangkitan (infeksi) HIV berkembang ke
derajat sedang, maka jangkitan HIV berkemungkinan
(-potensi) disertai jangkitan ikutan.

Jangkitan ikutan (koinfeksi) merupakan penyebab
utama angka pembanding kesakitan (morbiditas) dan
angka pembanding kematian (mortalitas) di penderita
HIV. Beberapa jangkitan ikutan yang sering menyertai
jangkitan HIV adalah pneumosistis dan protozoa
lain; jangkitan jamur, tuberkulosis, dan jangkitan
bakteri lainnya; jangkitan di tatanan (sistem) saraf
pusat; jangkitan ikutan di rongga mulut (oral) dan
saluran cerna; hepatitis dan jangkitan virus herpes
simpleks.?

Jangkitan (infeksi) virus herpes simpleks jenis

Penyakit infeksi HIV & AIDS (Human Immuno-
deficiency Virus & Acquired Immune Deficiency
Syndrome) saat ini sudah menyebar di seluruh
penjuru dunia dan terus

Spektrum klinis penyakit infeksi HIV dibagi
menjadi 6 golongan (kategori) berdasarkan gambaran
klinis dan jumlah CD4, yaitu jangkitan (infeksi):
permulaan (sindrom serokonfersi akut); HIV ringan
(CD4 lebih dari 500 sel/uL);! sedang (CD4 200-500
sel/uL);! berat (CD4 50-200 sel/uL); sangat berat
(CD4 kurang dari 50 sel/uL);! dan terminal.?

HIV terutama menjangkiti sel CD4 yang berperan
penting dalam tatanan kekebalan (sistem imun)
tubuh, selanjutnya HIV menyalin (bereplikasi) dan

perlahan-lahan tetapi pasti tatanan kekebalannya (tipe) 2 di penderita HIV cukup tinggi. Berdasarkan
akan semakin menurun. Perorangan (Individu)  gata yang ada disebutkan sekitar 80% orang dengan
yang terjangkiti HIV akan mengalami penurunan  japekitan (infeksi) HIV menderita jangkitan HSV-2.
jumlah sel CD4. Mekanisme utama yang diduga  ‘Misalnya di Baltimore, penderita dengan jangkitan
berperan terhadap penurunan jumlah sel CD4 gy dijumpai 81% positif HSV-2 (laki-laki), Haiti 88%

adalah terjadinya proses memusnahkan (destruksi)  ygyv.2 positif (laki-laki), dan Zaire 95% HSV-2 positif
sel oleh virus HIV.® Penurunan jumlah sel CD4 (prostitusi).

Departemen Patologi klinik, FK UNAIR/RSU Dr. Soetomo, Surabaya
“ Unit HIV/AIDS, RSU Dr. Soetomo/Departemen Penyakit Dalam, FK UNAIR, Surabaya
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Jangkitan virus herpes simpleks jenis (tipe) 2
adalah penyakit menular seksual dengan gejala khas
berupa gelembung (vesikel) berkelompok di atas
dasar ruam merah (eritema) dan bersifat kambuhan
(rekurens). Virus Herpes simpleks sendiri adalah
virus DNA golongan alpha-herpesviridae. Berdasarkan
penangkisan (antigenitas), biokimiawi dan ragaman
(variasi) biologis, virus Herpes simpleks dapat
dibedakan ke dalam 2 serotipe yaitu virus herpes
simpleks tipe 1 dan virus herpes simpleks tipe 2.
Virus herpes simpleks tipe 1 (HSV-1) umumnya
menyebabkan herpes labialis, sedangkan virus herpes
simpleks tipe 2 (HSV-2) biasanya menyebabkan
herpes genitalis. Di antara kedua bentuk klinis
jangkitan (infeksi) herpes ini, herpes genitalis
merupakan salah satu penyakit menular seksual
yang perlu mendapat perhatian. Karena selain sifat
penyakitnya sukar disembuhkan dan sering bersifat
kambuh, pemindahan (transmisi) virus dapat terjadi
dari penderita yang tanpa gejala/asimptomatik.3

HSV-2 berperan penting dalam penyebaran HIV
secara heteroseksual. Jangkitan (infeksi) herpes
disebutkan membuat orang lebih mudah terkena
jangkitan (infeksi) HIV dan membuat orang yang
telah terjangkiti HIV lebih mudah menularkan
jangkitan HIV tersebut kepada orang lain. Jangkitan
HSV di penderita HIV dapat lebih parah dan bertahan
lebih lama dibandingkan dengan penderita HIV
negatif.

Di suatu telitian ditemukan bahwa pengobatan
HSV dapat mengakibatkan penurunan yang
bermakna muatan virus (virus load) HIV. Penurunan
muatan virus (viral load) sendiri disebutkan dapat
menurunkan kebahayaan (resiko) penularan HIV
kepada orang lain. Oleh karena itu, penting diperiksa
jangkitan HSV-2 di penderita HIV.

Pada penelitian ini ingin diketahui bagaimana
hubungan jumlah sel CD4 dengan seropositif IgM
HSV-2 (terjadinya jangkitan HSV-2) di penderita
HIV dengan faktor kebahayaan heteroseksual di
RSU Dr. Soetomo, Surabaya. Diharapkan dengan
HSV-2 di penderita HIV, sehingga dapat membantu
penatalaksanaan jangkitan ikutan HSV-2 tersebut
secara lebih dini.

METODE

Pemeriksaan IgM Herpes simpleks tipe-2 dilakukan
dengan teknik ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) menggunakan pereaksi (reagen) Herpelisa 2
IgM yang tergabung lagi (rekombinan).

Pemeriksaan jumlah CD4 dilakukan secara
sitrometri alir (flowsitometri) dengan alat BD
FACSCalibur™,

Jenis penelitian ini adalah penelitian amatan
(observasional), karena tidak ada perlakuan

tertentu terhadap terokan (sampel) dan dikerjakan
secara irisan silang (cross sectional). Penelitian ini
dilaksanakan di penderita HIV dewasa.
Sampel diambil dari penderita HIV baru selama
bulan Juni dan Juli 2008 di poli UPIPI (Unit
Perawatan Intermediet dan Penyakit Infeksi) RSU
Dr. Soetomo, Surabaya yang memenuhi patokan
(kriteria) penerimaan dan penolakan sampel.
Spesimen penderita HIV diukur jumlah CD4-nya
dan diperiksa ada atau tidak adanya IgM HSV-2.
Asas (Prinsip) dan tata langkah (Prosedur)
Pemeriksaan IgM HSV-2.
Asas (Prinsip) pemeriksaan IgM HSV jenis (tipe)-2
dengan teknik ELISA:
Sumuran simpai titer mikro (Microtiter strip wells)
sebelumnya telah dilapisi antigen HSV jenis (tipe)-2
penggabung kembali (rekombinan) untuk mengikat
antibodi yang berkesesuaian dari contoh (spesimen).
Setelah proses pencucian sumuran (wells) untuk
menghilangkan semua bahan terokan (material
sampel) yang tidak berikatan, ditambahkan HRP
(Horseradish peroxidase) bertanda IgM anti manusia
(labelled anti-human) IgM berpasangan (conjugate).
Pasangan (conjugate) ini berikatan dengan captured
HSV tipe-2 specifics antibodies. Kompleks imun
yang dibentuk oleh conjugate yang terikat tersebut
divisualisasikan dengan penambahan substrat TMB
(Tetramethylbenzidine) yang akan memberikan produk
berwarna hijau. Intensitas produk ini sebanding
dengan jumlah antibodi IgM spesifik untuk HSV-
2 pada spesimen. Asam sulfur ditambahkan untuk
menghentikan reaksi. Hal ini akan menghasilkan
warna kuning. Selanjutnya intensitas produk dibaca
dengan microELISA reader pada panjang gelombang
450 nm.
Bahan/Reagen:

. HSV-2 coated wells

. IgM sample diluent

. Stop solution

. washing solution

. HSV-2 anti IgM conjugate
TMB substrate solution

. HSV-2 IgM positive control

. HSV-2 IgM Cutt-off Control
HSV-2 Negative Control

g Moo A0 T

Cara Kerja:

1. Semua sampel yang akan diperiksa diencerkan
14100 dengan IgM sample diluent (10 uL sampel
ditambah 1ml IgM sample diluent),

2. Disediakan: 1 well untuk substrat blank (Al), 1
well untuk kontrol negatif, 2 wells untuk kontrol
cut-off, dan 1 well untuk kontrol positif,

3. Dimasukkan 100 uL kontrol dan sampel yang
telah diencerkanpada well masing-masing,

4. Sumuran (Well) ditutup dengan kertas aluminium
(foiD) yang tersedia,
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5. Diinkubasi selama 1 jam = 5 menit pada suhu
37°Cx=1°C,

6. Setelah inkubasi selesai foil dibuka, diambil isi
dari well dan dicuci 3 kali dengan 300 uL. washing
solution. Dihindari isi yang berlebihan dari well.
Jarak tiap pencucian > 5 detik. Terakhir diambil
sisa cairan memakai kertas isap secara hati-hati
sebelum tahap berikut,

7. Dimasukkan 100 uL. HSV-2 antilgM Conjugate
pada semua well kecuali blank well,

8. Ditutup dengan foil,

9. Diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang,
tidak terekspos sinar matahari langsung,

10. Diulangi pencucian 3 kali dengan masing-masing
300 uL washing solution,

11. Ditambahkan 100 uL. TMB substrat solution pada
semua well,

12. Inkubasi 15 menit pada suhu kamar di ruang
gelap,

13. Ditambahkan100 uL stop solution pada semua
well. Akan terlihat perubahan warna biru menjadi
kuning,

14. Diukur absorbans pada 450/620 nm dalam waktu
30 menit setelah pemberian stop solution.

Prinsip dan prosedur pemeriksaan jumlah
sel CD4

Tabung reagen mengandung antibodi yang telah
ditandai oleh fluorochrome dalam jumlah tertentu.
Ketika ditambahkan sampel, antibodi tersebut akan
berfluoresensi bila terkena sinar laser, fluoresensi
yang terjadi sebanding dengan jumlah sel yang
ada.

Persiapan reagen

a Tabung BD TruCOUNT
Merupakan tabung yang digunakan untuk
menghitung jumlah absolut lekosit dalam darah.
Tabung ini berisi lyophilized pellet yang akan larut
apabila ke dalam tabung ditambahkan reagen
monoklonal antibodi dan darah utuh.
Lyophilized pellet akan melepaskan fluorescent beads
yang telah diketahui jumlahnya.

b. Reagen BD Tritest CD3/CD4/CD45
Terdiri dari CD4* fluorescen isothiocyanate
(FITC)/CD8* phycoerythrin (PE)/CD3 peridinin
cholorophyll protein (perCP).
Merupakan reagen imunofluorescen 3 warna
untuk identifikasi dan menghitung jumlah
persentase dan absolut limfosit T CD4", limfosit
T helper/inducer (CD3* CD4" dan limfosit T
supresor/sitotoksik (CD3+ CD8%) dalam eritrosit
(lysed whole blood).

c. Facs flow
d. Larutan pelisis (1:10)
Cara: 100 ul larutan pelisis ditambah 900 uL air
suling

Cara kerja pemeriksaan jumlah CD4 dapat dilihat
pada Gambar 1.

20 pLreagen ED Tritest
D3 (DY (D45

— 50pLwhole biood

Tabung ED TruCOUNT ———= [
450y lysing solution

= Vortex
Inkubasi 15 menit
Suhu kamar, tempat gelap

Baca dengan Cytometer I
FASCalibur

Skema cara kerja pemeriksaan Jumlah CD4

Vortex
Inkubasi 15 menit
Suhu kamar, tempat gelap

Analisis Statistik

Untuk mencari hubungan antara jumlah CD4
dengan seropositif IgM Herpes Simpleks tipe-2
dilakukan uji statistik non parametrik Chi-Square
dengan tingkat kemaknaan sebesar 0,05 dan dianggap
ada hubungan apabila p < 0,05.

HASIL

Pada penelitian ini jumlah sampel yang
dikumpulkan dari penderita baru HIV selama bulan
Juni dan Juli 2008 di RSU Dr. Soetomo, Surabaya
adalah 33 orang (18 orang laki-laki dan 15 orang
perempuan; rentang usia antara 21-48 tahun;
domisili Surabaya 22 orang dan luar Surabaya
11 orang).

Dari 33 sampel penelitian ini didapatkan bahwa 9
sampel positif terhadap IgM HSV-2 tanpa memandang
berapa jumlah sel CD4 nya, sehingga bisa dikatakan
seroprevalensi infeksi HSV-2 pada penelitian ini
adalah 27,3%. Median jumlah sel CD4 adalah
50 sel/ulL.

Dari sampel yang IgM HSV-2 positif, 66,7% di
antaranya mempunyai jumlah sel CD4 < 200 sel/
uL dan 33,3% dari sampel jumlah sel CD4 nya >
200 sel/uL (lihat Tabel 1)

Perhitungan Jumlah Sel Cd4 - Bastian, dkk. 75



Tabel 1. Data hitung jumlah sel CD4 pada penderita HIV

Tabel 2. Hubungan jumlah sel CD4 dengan pemeriksaan IgM

dengan IgM HSV-2 positif HSV-2 (n = 33)
No Kode Jumlah sel CD4 IgM HSV-2 IgM HSV-2 positif IgM HSV-2 negatif
Spesimen (sel/ul) CD4 < 200 6 17
3 50 + CD4 > 200 3 7
11 47 +
12 47 + Selanjutnya dilakukan uji statistik non parametrik
18 75 I Chi-Square (. = 0,05).
Ho : Tidak ada hubungan antara jumlah CD4 dengan
19 10 + . - o
kejadian seropositif IgM HSV-2
22 9 + H1 : Ada hubungan antara jumlah CD4 dengan
14 971 + kejadian seropositif IgM HSV-2
24 339 + .
2 X Berdasarkan perhitungan dengan menggunakan
527 +

Jika data ini dikelompokkan berdasarkan
karakteristik jenis kelamin, maka didapatkan 56%
adalah perempuan dan 44% Laki-laki (Gambar 1).
Sedangkan jika data tersebut disusun menurut
kelompok umur maka terlihat paling banyak adalah
di kelompok umur 20-25 tahun (Gambar 2).

4%
56%

Gambar 1.

o LakiHaki
m Perempuan

Karakteristik sampel berdasarkan jenis kelamin
penderita HIV dengan IgM HSV-2 Positif

20-25thn

26-30 thn 31-38 thn 38-40 thn
Umur

Gambar 2. Karakteristik sampel berdasarkan kelompok

umur penderita HIV dengan IgM HSV-2 positif

Untuk mengetahui hubungan antara jumlah sel
CD4 dengan kejadian seropositif IgM HSV-2 dibuat
tabel 2x2 (lihat Tabel 2).

sofware SPSS 11.5 for windows diperoleh harga X2 =
0,053 dengan p = 1,0 > 0,05, sehingga Ho diterima
atau tidak ada hubungan antara jumlah CD4 dengan
kejadian seropositif IgM HSV-2.

PEMBAHASAN

Di negara berkembang infeksi Herpes simpleks
tipe-2 merupakan penyebab utama penyakit ulkus
genital, terutama di negara dengan prevalensi HIV
yang tinggi. Adanya infeksi HSV dapat diidentifikasi
secara mikroskopis, PCR dan serologis.

Metode yang umumnya digunakan untuk
mendeteksi anti HSV adalah IF (Imunoflouresens),
ELISA, netralisasi dan hemaglutinasi pasif.
Pemeriksaan dengan teknik ELISA merupakan tes
alternatif yang terbaik di samping kultur karena
mempunyai beberapa keuntungan seperti hasilnya
cepat, sensitivitas dan spesifisitasnya cukup tinggi,
dan tidak memerlukan tenaga terlatih. ELISA dapat
mendeteksi IgM yang menjadi petanda infeksi aktif.

Penelitian internasional di negara berkembang
menunjukkan prevalensi HSV-1 pada penderita HIV
secara serologis mendekati 90% sedangkan HSV-2
mendekati 77%. Namun secara umum di seluruh
dunia, prevalensi HSV-2 secara serologis dilaporkan
bervariasi antara 15-40%.8 Pada penelitian ini
seroprevalensi HSV-2 (IgM HSV-2 positif) pada
penderita baru HIV dengan faktor risiko heteroseksual
selama bulan Juni dan Juli di RSU Dr. Soetomo
adalah 27,3%.

Faktor prediktor independen terhadap terjadinya
seropositif HSV-2 di antaranya adalah perempuan,
ras kulit hitam, umur lebih tua, pendidikan rendah,
banyaknya jumlah partner seks, pernah didiagnosis
terkena penyakit menular seksual sebelumnya, dan
tidak adanya antibodi terhadap HSV-1.8 Jika melihat
hasil penelitian ini jumlah penderita HIV dengan
IgM HSV-2 positif 56% adalah perempuan dan 44%
laki-laki dan berdasarkan kelompok umur paling
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banyak terdapat pada kelompok umur 20-25 tahun
agaknya masih bersesuaian dengan faktor prediktor
tersebut. Penurunan jumlah sel CD4 hingga jumlah
tertentu membuka peluang terjadinya infeksi
oportunistik/koinfeksi. Sejak infeksi HIV berkembang
ke derajat sedang (CD4 200-500 sel/uL3), maka
infeksi HIV berpotensi disertai dengan koinfeksi.
Semakin lanjut derajat penyakit makin besar potensi
terjadi infeksi sekunder dan kematian penderita. Pada
penelitian ini didapatkan 9 sampel yang IgM HSV-2
positif, 6 di antaranya mempunyai jumlah CD4 <
200 sel/uL dan 3 sampel jumlah CD4 > 200 sel/uL.
Hasil uji statistik Chi-Square didapatkan tidak ada
hubungan antara jumlah CD4 dengan seropositif IgM
HSV-2. Dengan perkataan lain seropositif IgM HSV-
2 dapat terjadi pada jumlah sel CD4 di bawah 200
sel/uL maupun di atas 200 sel/uL. Habib dan Allan®
dalam penelitiannya mendapatkan bahwa semua
pasien dengan HIV positif juga memperlihatkan
seropositif terhadap HSV tanpa terpengaruh
pada berapa jumlah CD4 pasien saat diperiksa.®
Hubungan antara infeksi HSV dan infeksi HIV dapat
terjadi dalam beberapa kemungkinan: Infeksi HIV
menimbulkan keadaan imunokompromais sehingga
menyebabkan rekurensi episodik infeksi HSV lebih
sering; Infeksi HSV sendiri memudahkan terjadinya
infeksi HIV; Reaktivasi infeksi HSV juga memudahkan
replikasi HIV. Secara epidemiologi disebutkan infeksi
HSV meningkatkan transmisi HIV sampai 5-9 kali.

Selain itu ada penelitian yang menemukan bahwa
mengobati HSV dapat mengakibatkan penurunan
yang bermakna pada virus load HIV sehingga dapat
menurunkan resiko penularan HIV kepada orang
lain.8 Oleh karena itu penanganan infeksi HSV pada
penderita HIV perlu perhatian khusus.

Pemeriksaan secara serologis terhadap HSV-2
umumnya untuk konfirmasi adanya infeksi HSV-2
sehingga perlu diperhatikan kondisi klinis pasien dan
hal lain yang terkait. Meskipun demikian pemeriksaan
infeksi HSV-2 pada penderita HIV tetap diharapkan
dapat membantu penatalaksanaan terhadap koinfeksi
HSV-2 secara lebih dini, khususnya bila mengingat

transmisi virus HSV-2 ini dapat terjadi pada penderita
yang asimptomatik.

Penelitian lain melaporkan tidak ada pengaruh
jumlah sel CD4 penderita HIV pada saat awal
diperiksa terhadap seropositif HSV-2. Demikian juga
di penelitian ini tidak ada hubungan antara jumlah sel
CD4 dengan infeksi HSV-2 (seropositif IgM HSV-2).
Maka pemeriksaan infeksi HSV-2 dapat dilakukan
pada jumlah sel CD4 < 200 sel/uL maupun pada
jumlah sel CD4 > 200 sel/uL

SIMPULAN

Pemeriksaan IgM HSV-2 positif pada penderita
HIV dengan faktor risiko heteroseksual adalah
27,3% (9/33). Hubungan jumlah sel CD4 penderita
HIV dengan kejadian infeksi herpes simpleks tipe 2
(seropositif IgM HSV-2) tidak ditemukan.

SARAN

Perlu penelitian lebih lanjut masalah seropositif
HSV-2 dengan kondisi klinis pasien.
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