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Pendahuluan

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit infeksi yang disebabkan oleh virus dengue dari genus Flavivirus dan
ditularkan melalui gigitan nyamuk Aedes aegypti. WHO melaporkan kasus dengue meningkat dari 505.430 kasus pada tahun
2000 menjadi sekitar 14,6 juta kasus pada tahun 2024; Januari—Juli 2025 tercatat lebih dari 4 juta kasus dan >3.000

kematian.

Gejala awal dengue dapat berupa demam tinggi, nyeri otot dan sendi, sakit kepala, ruam kulit, serta perdarahan ringan.
Gejala tersebut sering menyerupai penyakit infeksi lain, sehingga diagnosis klinis perlu didukung pemeriksaan laboratorium.

Pemeriksaan molekuler mendeteksi materi genetik virus secara langsung pada fase viremia. Namun, kualitas RN A sangat
dipengaruhi oleh lama dan suhu penyimpanan sampel. Penurunan integritas RNA dapat menghambat reverse transcription
dan amplifikasi pada RT-PCR.

Penelitian ini membandingkan kemampuan RT-PCR konvensional dan RT-LAMP dalam mendeteksi virus dengue pada
sampel yang disimpan lebih dari 72 jam.
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Metode Penelitian

. [ Uji Etik } . [ Desain Penelitian ]

Fakultas Kedokteran Gigi Komparatif laboratorik
Universitas Airlangga Surabaya terhadap sampel pasien
No. 0609/ HRECC.FODM/V1/2026 terduga dengue

. { Tempat dan Waktu ] . [ Populasi dan Sampel ]
RS Bhayangkara Pusdik 30 sampel whole blood
Sabhara Porong; pemeriksaan di pasien terduga DBD
Lab Biologi Molekuler UMSIDA yang memenuhi kriteria

. [ Teknik Sampling ]

Purposive sampling
berdasarkan kriteria klinis
dan kualitas spesimen
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Metode Penelitian

[ Alat dan Bahan ]
Alat : mikropipet, vortex, sentrifus, inkubator/waterbath, Bahan : sampel darah, kit ekstraksi RNA TIANGEN,
thermocycler Bio-Rad T100, elektroforesis set, UV primer RT-PCR dan RT-LAMP, PCR mix, enzim reverse
transilluminator. transcriptase, Gel Red, TBE buffer, agarosa.
[ Tahap Penelitian } [ Analisis Data ]

Frekuensi dan persentase; uji McNemar exact
untuk membandmgkan RT-LAMP dan RT-PCR;

1 he tuk lama
Pengambilan Ekstrak51 RT-PCR RT-LAMP Pembacaan LA
Sampel Konvensional Hasil
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Gambaran Data Penelitian

Hasil Penelitian dan Pembahasan

Lama Nomor RT-LAMP RT-LAMP RT-PCR RT-PCR Total
Simpan Sampel (+) (-) (+) (-)

72 jam S26-S30 3 (60%) 2 (40%) 1 (20%) 4 (80%) 5
96 jam S$21-S25 4 (80%) 1 (20%) 0 5 (100%) 5
120 jam S16-S20 5 (100%) 0 0 5 (100%) 5
144 jam S11-S15 5 (100%) 0 0 5 (100%) 5
168 jam S06-S10 5 (100%) 0 0 5 (100%) 5
192 jam S01-S05 4 (80%) 1 (20%) 0 5 (100%) 5

Total S01-S30 26 (86,7%) 4 (13,3%) 1(3,3%) 29 (96,7%) 30

nti data: seluruh kelompok Iama simpan berisi 5 sampel. RI-L AMP masih mendeteksi virus dengue pada semua
kelompok waktu 72-192 jam, sedangkan RT-PCR konvensional hampir seluruhnya tidak menunjukkan pita target.
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Hasil RT-LAMP

Data RT-LAMP

* Positif pada 26 dari 30 sampel (86,7%).
» Negatif pada 4 dari 30 sampel (13,3%).

» Hasil positif masih ditemukan pada semua
kelompok lama penyimpanan 72, 96, 120, 144,
168, dan 192 jam.

» Pembacaan hasil dilakukan melalui perubahan
warna setelah reaksi amplifikasi isothermal.

Makna: RT-LAMP tetap mampu mendeteksi

Gambar. Hasil RT-LAMP berdasarkan perubahan warna sebagian besar sampel meskipun sampel telah

UMSI@ o A @& www.umsida.ac.id umsida1912 ¥ umsida1912 § Ef:.;égﬁf{?éd.yah € umsidal912

/4 . ©



Pembahasan RT-LAMP

Penjelasan data RT-LAMP satu per satu

Lama simpan Hasil RT-LAMP Interpretasi
72 jam 3 positif; 2 negatif Masih terdeteksi pada 60% sampel, tetapi ada 2 sampel negatif.
96 jam 4 positif; 1 negatif Kemampuan deteksi meningkat menjadi 80%.
120 jam 5 positif; 0 negatif Seluruh sampel terdeteksi.
144 jam 5 positif; 0 negatif Seluruh sampel terdeteksi.
168 jam 5 positif; 0 negatif Seluruh sampel terdeteksi.
192 jam 4 positif; 1 negatif Masih terdeteksi 80%, tidak tampak penurunan linear.

Secara statistik, hubungan lama penyimpanan dengan hasil RT-L AMP tidak signitikan (p>0,05). Artinya, pada data
penelitian ini, lama simpan 72—192 jam tidak terbukti berhubungan langsung dengan positif/negatif RT-LAMP.
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Hasil RT-PCR Konvensional

Data RT-PCR

* Positif hanya pada 1 dari 30 sampel (3,3%),
yaitu sampel nomor 27.

 Sebanyak 29 sampel (96,7%) tidak terdeteksi
SOEsnen —-SFErassEE atau diduga mengalami degradasi.

S  Pita DNA target tampak sekitar 511 bp pada
= = L N sampel yang berhasil teramplifikasi.

11 B e St

= o « Sampel lain tidak memperlihatkan pita target
yang jelas pada elektroforesis.

00880 00

Keterangan:
Marker (100 bp) = DNA Ladder 100 bp. Panah menunjukkan posisi pita DNA 511 bp (target gen C-prM). o
Cn = kontrol negatif (air bebas nuklease); 1-30 = sampel S01-530. i

Kontrol positif (CP) menggunakan RNA virus dengue (target gen NS1) yang diketahui positif. Makna: hasil RT-P CR yang ren dah lebih
Gambar. Visualisasi produk amplifikasi RT-PCR pada gel agarosa menunjukkan penurunan kualitas RNA
__sampel, bukan berarti metode RT-PCR secara
umum tidak baik.
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Pembahasan RT-PCR

Mengapa RT-PCR banyak tidak terdeteksi?

(

1. Sampel disimpan >72
jam

RNA virus dengue berisiko
mengalami degradasi atau
fragmentasi selama
penyimpanan dan
penanganan sampel.

\

2. Reverse transcription
terganggu

RNA yang tidak utuh dapat
menghambat pembentukan

. cDNA sebagai template PCR.

™

("

3. Primer perlu target
utuh

RT-PCR konvensional
menggunakan satu pasang
primer pada target C—prM
+511 bp. Jika area primer
atau segmen di antaranya
rusak, amplifikasi tidak
optimal.

'\

4. Pita DNA tidak
muncul

Produk amplifikasi tidak
terbentuk atau sangat rendah
P sehingga tidak tampak pada
gel agarosa.

Kesimpulan pembahasan RT-PCR: metode ini sensitif, tetapi sangat bergantung pada kualitas RNA, kestabilan
sampel, serta keberhasilan reverse transcription dan amplifikasi.
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Perbandingan Data RT-LAMP dan RT-PCR

Tabulasi Silang Hasil Pemeriksaan )
Penjelasan Data
Hasil RT-LAMP RT-PCR tidak terdeteksi RI—%(;HR 305%1%{) olke ga!ﬁtf}gl da RT-LAMP juga

t1dals tardatal-cl nada RT - DC {

LAY LTI v iwiasNg tluuu ANV AL L NJ -

Negatif 4 . Duf puluh lima sarnp%l positif RT-LAMP
tidak terdeteksj pada RT-PCR.
Positif 25 . Hai]lya satu sarpel y%ﬁg positif pada
kedua-metode.
Total 29

. UjilMcNemar exact ﬁ%nunjukkan p <

0,001, sehingga terdapat perbedaan
signifikan antara hasil RT-LAMP dan
RT-PCR.

Makna statistik: RT-LAMP memberikan hasil positif jauh lebih banyak dibandingkan
RT-PCR pada kondisi sampel yang telah disimpan lebih dari 72 jam.
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Pembahasan Utama

Interpretasi Metode

* RT-LAMP menggunakan beberapa primer dan
bekerja pada suhu konstan, sehingga pembacaan
dapat dilakukan melalui perubahan warna tanpa
elektroforesis.

RT-PCR konvensional memerlukan RNA yang lebih
utuh karena target amplifikasi C—prM sekitar 511 bp
harus tetap lengkap agar pita DNA terbentuk.

Perbedaan hasil kemungkinan dipengaruhi oleh
kualitas RNA, lama penyimpanan, kondisi
penanganan, dan karakteristik target amplifikasi
masing-masing metode.

Implikasi Penelitian

» Pada penelitian ini, RT-LAMP tampak lebih mampu

mendeteksi virus dengue pada sampel yang telah
mengalami penyimpanan.

Hasil RT-PCR yang sebagian besar negatif tidak
boleh langsung diartikan sebagai ketiadaan virus,
karena dapat berkaitan dengan degradasi RNA.

RT-LAMP berpotensi menjadi metode alternatif pada
kondisi sampel terbatas atau kualitas RNA menurun,
tetapi validasi lebih lanjut tetap diperlukan.
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Berdasarkan hasil penelitian, RT-LAMP menunjukkan kemampuan deteksi yang lebih
baik dibandingkan RT-PCR konvensional pada sampel yang disimpan lebih dari 72 jam.
RT-LAMP mampu mendeteksi 26 dari 30 sampel (86,7%), sedangkan RT-PCR
konvensional hanya mendeteksi 1 sampel (3,3%) dan 29 sampel lainnya (96,7%) tidak
terdeteksi atau mengalami degradasi. Hasil uji McNemar menunjukkan terdapat
perbedaan signifikan antara hasil deteksi RT-LAMP dan RT-PCR konvensional. Dengan
demikian, RT-LAMP dapat menjadi metode alternatif yang potensial untuk deteksi virus
dengue pada kondisi sampel yang telah mengalami penyimpanan.
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